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Resumo 
 
Introdução: A endocrinoterapia é uma das principais responsáveis pela redução 
da mortalidade do câncer de mama. Biomarcadores preditivos de resposta celular 
precoce vem sendo estudados com intuito de prever precocemente a hormônio-
resistência. A positividade dos receptores de estrogênio e progesterona e a ciclina 
D-1 vem sendo relacionados à resistência ao tratamento com tamoxifeno. 
Objetivos: Estudar a variação da ciclina D-1 e os receptores de estrogênio e 
progesterona (RE e RP) em pacientes na pós-menopausa com carcinoma de 
mama RE e ou RP (+) após curto período (26 dias) de tratamento com 
tamoxifeno, anastrozol e placebo. Métodos: Estudo prospectivo randomizado 
duplo-cego realizado com 71 pacientes dos Hospitais Pérola Byington e São 
Paulo da UNIFESP (São Paulo - Brasil) com carcinoma ductal infiltrativo de 
mama, nos estádios II e III, que no período pré-operatório (26 dias) foram 
subdivididas em 3 grupos: P (placebo, N= 26) T (tamoxifeno 20mg/dia, N= 22) e A 
(anastrozol, 1mg/dia N = 23). A biópsia foi realizada no momento do diagnóstico, 
e após a cirurgia definitiva (26º dia) os tumores foram isolados por micro-arranjos 
teciduais. O estudo imunoistoquímico foi realizado com anticorpos para ciclina D-1 
(Novocastra DCS-6), RE (Dako- M7047), RP (Dako- M3569). Realizou-se o 
estudo semiquantitativo utilizando-se os critérios de Allred e o estudo estatístico 
pelo teste paramétrico de Anova e semi-paramétrico General Estimation Equation 
(p≤0,05). Resultados: Houve redução da média do escore do RP de 4,22 (pré) 
para 1,94 (pós) apenas nas pacientes tratadas com anastrozol (p= 0,01). Houve 
correlação linear positiva entre ciclina D-1 e RP no grupo A (p<0,001), negativa no 
T (p<0,001) sem variar no grupo Placebo (p = 0,35). Conclusão: É possível que 
RP e ciclina D-1 possam ser bons fatores preditivos de resposta precoce para 
inibidores de aromatase do câncer de mama.  
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A realização de estudos sobre terapia neoadjuvante no carcinoma de 
mama permitiu, entre outros benefícios, a identificação de biomarcadores de 
resposta ou resistência à terapia. Diversos esquemas de quimioterapia 
neoadjuvante já foram amplamente testados em estudos randomizados, mas 
observa-se menor disponibilidade de estudos com endocrinoterapia (Dowsett et 
al., 2005a; Ellis et al., 2008). 
O tratamento primário por curto período de tempo tem sido empregado 
para avaliar biomarcadores que possam servir como fatores preditivos de 
resposta clínica em menor tempo e custo (Dowsett et al., 2007a). 
O tamoxifeno foi a droga mais utilizada na endocrinoterapia do câncer 
de mama. Em estudos clínicos com terapia neoadjuvante, os inibidores da 
aromatase, demonstram eficácia superior ao tamoxifeno na obtenção de melhor 
resposta clínica em menor tempo (Dowsett et al., 2005a; Dowsett et al., 2007a, 
Ellis, Ma, 2007). 
Considera-se que a positividade dos receptores de estrogênio e 
progesterona (RE/RP) seja fundamental para predição de resposta ao 
tratamento endócrino, embora existam subgrupos de pacientes com tumores 
RE/RP positivos que não respondam ao tratamento. A identificação de 
biomarcadores, de resposta ou resistência precoce, à endocrinoterapia pode 
auxiliar a decisão terapêutica na escolha do antiestrogênio, uma vez que os 
fatores preditivos e prognósticos atualmente disponíveis não têm sido suficientes 
para adequada seleção do tratamento (Lee et al., 2007; Rudas et al., 2008).  
A positividade do RE é considerada fator preditivo de resposta à terapia 
endócrina, enquanto que a do RP relaciona-se classicamente com o prognóstico. 
Tem crescido o interesse no RP na predição da resposta à endocrinoterapia. 
Demonstrou-se que a forte expressão do RP associa-se à melhor sobrevida em 
pacientes tratadas com tamoxifeno, e que sua perda, correlaciona-se à 
resistência a este, e melhor resposta aos inibidores da aromatase (Dowsett et 
al., 2005b; Arpino et al., 2005; Stendahl et al., 2006; Hayes, 2008).  
Assim como o RP, as ciclinas têm sido associadas à diferentes 
respostas ao tratamento hormonal. Exercem controle da progressão do ciclo 
celular no final da fase G1, impedem que a célula entre na fase S e prossiga a 
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divisão celular, e podem afetar a resposta à endocrinoterapia (Hui et al., 2002; 
Ormandy et al., 2003).  
A superexpressão de ciclina D-1 é descrita em 35 a 80% dos tumores 
de mama; pode apresentar atividade agonista ao RE e potencial oncogênico em 
carcinomas de mama RE+ (Hwang et al., 2003; Ormandy et al., 2003; Roy, 
Thompson, 2006). 
Alguns estudos demonstraram associação entre superexpressão de 
ciclina D-1 e resistência ao tratamento com tamoxifeno, com pior sobrevida livre 
de doença (SLD) e sobrevida global (SG). Os efeitos de sua superexpressão no 
prognóstico de pacientes tratadas com inibidores da aromatase ainda não foram 
descritos (Stendahl et al., 2004; Jirström et al., 2005; Roy, Thompson, 2006; Lee 
et al., 2007, Rudas et al., 2008). 
Não há na literatura descrição da correlação entre os biomarcadores 
RE, RP e ciclina D-1 em diferentes tratamentos hormonais. Nosso estudo 
comparou os efeitos da terapia hormonal primária de curto prazo (26 dias) em 
pacientes randomizadas para tratamento com placebo, tamoxifeno ou anastrozol 
sobre a expressão dos biomarcadores ciclina D-1, receptor de estrogênio (RE) e 
receptor de progesterona (RP). 
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1.1 Proposição 
 
• Propôs-se estudo semiquantitativo (escore de Allred) dos 
biomarcadores RE, RP e ciclina D-1 no carcinoma de mama de 
mulheres na pós-menopausa tratadas com diferentes esquemas 
terapêuticos (tamoxifeno 20 mg/dia, anastrozol 1 mg/dia e placebo) 
durante 26 dias. 
• Avaliar a associação entre receptores de estrogênio, progesterona 
e ciclina D-1 nos diferentes grupos. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. REVISÃO DA LITERATURA 
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O câncer de mama representa importante problema de saúde em todo 
o mundo. Nos Estados Unidos da América (EUA), é tipo mais frequentemente 
diagnosticado, com incidência de 182.460 novos casos, e a segunda maior causa 
de mortes por câncer (American Cancer Society - ACS, 2008). No Brasil, o 
Ministério da Saúde estimou sua incidência em 49.400 novos casos (INCA, 2007).  
O diagnóstico precoce e estratégias eficazes de tratamento sistêmico 
propiciaram redução da mortalidade dessa neoplasia. A terapia hormonal no 
tratamento sistêmico do câncer de mama representou uma das principais 
estratégias para a redução da mortalidade (ACS, 2008; Hurvitz, Pietras, 2008). 
Cerca de 75% dos tumores diagnosticados em mulheres na pós-
menopausa apresentam receptores hormonais (estrogênio e/ou progesterona) 
positivos. Portanto, a terapia antiestrogênica exerce importante papel no manejo 
da maioria das pacientes com câncer de mama (Jones, Buzdar, 2004; Hurvitz, 
Pietras, 2008). 
O mecanismo clássico de ação dos hormônios esteróides envolve a 
ligação destes ao receptor de estrogênio (RE), localizado no núcleo celular, com 
consequente ativação dos elementos de resposta estrogênica (ERE) na região 
promotora dos genes alvos (Jensen et al., 1982; Pietras, Márques-Garbán, 
2007; Hurvitz, Pietras, 2008).  
Existem dois principais tipos de receptores estrogênicos: alfa (REα) e 
beta (REβ). Ambos fazem parte de uma superfamília de receptores hormonais 
nucleares, e cada RE apresenta estrutura semelhante com seis diferentes 
domínios funcionais, designados A, B, C, D, E, F (Osborne et al., 2000; Gruber 
et al., 2002; Pearce, Jordan, 2004). Os domínios A/B são reconhecidos como 
domínios de ativação funcional 1 (AF-1) e participam do mecanismo de 
transcrição do RE. O domínio C representa o domínio de ligação do DNA (DLD) 
e permite que os receptores se liguem a sítios de ligação semelhantes. O 
domínio D contém o sinalizador de localização nuclear e, finalmente, os 
domínios E/F compreendem os domínios de ligação, sendo reconhecidos como 
domínios de ativação funcional 2 (AF2) (Pearce, Jordan, 2004) (Figura 1). 
7 
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AF-1: Função de Ativação de Transcrição 1; AF-2: Função de Ativação de Transcrição 2 
DLD: Domínio de Ligação do DNA; DLH: Domínio de Ligação Hormonal. 
 
Figura 1 – Estrutura e domínios funcionais dos receptores de estrogênio α e β. Adaptado 
de Osborne et al. (2000).  
 
 
A atividade transcricional do RE é mediada pelas regiões AF1 e AF2 
(Pearce, Jordan, 2004). Quando não ligados ao estrogênio, os receptores de 
estrogênio (RE) frequentemente interagem com proteínas correguladoras, que 
modulam sua atividade (Acconcia, Kumar, 2006). 
Reconhece-se, dessa forma, que o RE pode regular a expressão de 
muitos genes sem ligar-se diretamente ao DNA. Essa ativação ocorre através de 
um complexo mecanismo de recrutamento de fatores coativadores, 
correpressores e cointegradores, que interferem na capacidade de transcrição 
do RE e modulam a expressão gênica (Osborne et al., 2000; Pearce, Jordan, 
2004; Acconcia, Kumar, 2006; Pietras, Márques-Garbán, 2007; Hurvitz, Pietras, 
2008) (Figura 2). 
RE α 
RE β 
DLD DLH 
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Figura 2 – Mecanismos de ativação dos genes pelo RE. Adaptado de Osborne et al. (2000).  
 
A interação entre RE e diversos fatores de crescimento, como EGF-R 
(receptor do fator de crescimento epidérmico), HER-2 (receptor do fator de 
crescimento epidérmico humano 2) e ILG-F (fator de crescimento insulinoide), 
pode acarretar a fosforilação dos receptores por ativação de proteínas quinases 
mitogênicas ativadas (MAPK) e a da via tirosina quinase, com consequente 
ativação de fatores coativadores e inibição de correpressores. Esses 
mecanismos MAPK dependentes favorecem a transcrição e proliferação, 
relacionando-se à resistência observada ao tamoxifeno em alguns casos 
(Rastelli, Crispino, 2008). 
O receptor de progesterona (RP) também apresenta duas isoformas 
(RP-A) e (RP-B) (Arpino et al., 2005). 
A expressão do gene do RP é regulada pelo RE, mas pode ser 
modificada por mecanismos não-genômicos, através da interação com 
receptores de fatores de crescimento epidérmicos (EGF-R) e amplificação do 
HER-2 (Arpino et al., 2005; Rastelli, Crispino, 2008). 
A positividade do RE é considerada fator preditivo de resposta à 
terapia endócrina, enquanto que a do RP relaciona-se classicamente com o 
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prognóstico. O RP vem sendo estudado como preditivo de resposta à 
endocrinoterapia em pacientes RE negativo, visto que a atividade deste é 
considerada pré-requisito para a positividade do RP (Rastelli, Crispino, 2008).  
Ponzone et al. (2006) e Rastelli, Crispino (2008), demonstraram em 
pacientes tratadas com diferentes fármacos (GnRH, tamoxifeno, anastrozol) que, 
apesar do RE+, a negatividade do RP correlaciona-se ao menor intervalo livre 
de doença e pior prognóstico. 
Inicialmente, a classificação e quantificação da positividade dos 
receptores hormonais foram determinadas por métodos bioquímicos. A 
determinação da positividade dos receptores hormonais pela imunoistoquímica 
demonstrou-se mais sensível, específica, econômica e reprodutível do que os 
métodos anteriormente empregados (Allred et al., 1998; Harvey et al., 1999; 
Rastelli, Crispino, 2008). 
A determinação imunoistoquímica dos receptores hormonais 
possibilitou seu emprego em larga escala e sua utilização como fator preditivo e 
prognóstico, apesar da ausência de padronização dos achados, o que dificultou 
a interpretação de diversos estudos (Allred et al., 1998; Harvey et al., 1999; 
Rastelli, Crispino, 2008). 
Por meio de estudo semiquantitativo dos RE e RP, Stendahl et al., 
(2006) randomizaram prospectivamente 500 mulheres na pré-menopausa para 
tratamento com tamoxifeno ou placebo e demonstraram que a forte expressão 
do RP (>75% das células coradas) apresentou maior capacidade preditiva de 
resposta ao tamoxifeno. Ao contrário, diferentes níveis de RE não se 
relacionaram significativamente com resposta à endocrinoterapia.  
Allred et al. (1998) propuseram a padronização dos resultados 
imunoistoquímicos dos receptores hormonais através de um escore que 
considera a intensidade da coloração, variável entre 0 e 3 (Quadro 1), e a fração 
de células coradas, variável entre 0 e 5 (Quadro 2). A soma dessas variáveis 
resultou em escore entre 0 e 8. Resultado ≤2 foi considerado negativo, e aquele 
≥3, considerado positivo.  
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Quadro 1 – Escala de intensidade de coloração das células (Allred et al., 1998).  
INTENSIDADE ESCORE 
Negativo 0 
Fracamente corado 1 
Moderadamente corado 2 
Fortemente corado 3 
 
 
Quadro 2 – Escala de avaliação quanto à fração de células coradas (Allred et 
al., 1998) 
FRAÇÃO DE CÉLULAS CORADAS ESCORE 
Ausência de células coradas 0 
< 1/100 1 
> 1/100 < 1/10 2 
>1/10 < 1/3 3 
>1/3 < 2/3 4 
> 2/3 5 
 
Posteriormente, Harvey et al. (1999), validaram o escore proposto por 
Allred através da determinação do RE pelos métodos bioquímico e 
imunoistoquímico em carcinomas de mama de 1982 pacientes. Demonstraram 
melhor sobrevida livre de doença quando o escore do RE foi progressivamente 
maior que 2 em pacientes submetidas à terapia endócrina. 
Atualmente, os antiestrogênios mais utilizados na adjuvância do 
carcinoma de mama são o tamoxifeno, que é um modulador seletivo do 
receptor de estrogênio (SERM), e os inibidores da aromatase (IA), que atuam 
na inibição da produção de estrogênio pelo bloqueio da enzima aromatase 
(Hurvitz, Pietras, 2008). 
A ativação genômica do RE é profundamente afetada pela ligação ao 
tamoxifeno. Este induz uma alteração conformacional no RE que previne a 
ligação de coativadores e bloqueia a transcrição induzida por AF-2, com 
consequente bloqueio da expressão de genes dependentes de AF-2. No 
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entanto, para genes dependentes de AF-1, este funciona como agonista, em 
especial no início da terapêutica, explicando sua atividade estrogênica agonista 
ou antagonista (Shiau et al., 1998; Normanno et al., 2005).  
Os inibidores da aromatase de terceira geração são classificados em 
não-esteroide (exemestano) e esteroides (letrozol e anastrozol). Atuam no 
controle do câncer de mama como receptores hormonais positivos de mulheres 
na pós-menopausa, através da supressão da biossíntese de estrogênio pelo 
bloqueio da atividade da enzima aromatase. Alguns estudos compararam sua 
eficácia no tratamento neoadjuvante com o tamoxifeno. 
Dowsett et al. (2005a) demonstraram no estudo IMPACT (Immediate 
Preoperative Anastrozol, Tamoxifen or Combined with Tamoxifen) que o tratamento 
neoadjuvante com inibidores da aromatase foi superior ao do tamoxifeno na 
redução da proliferação, avaliada pela medida do Ki-67 após 2 e 12 semanas. 
Posteriormente, esses autores demonstraram que a variação do Ki-67 após curto 
período de tratamento (duas semanas) foi capaz de predizer com mais segurança o 
intervalo livre de doença do que em sua avaliação inicial (Dowsett et al., 2007a). 
De forma semelhante, o estudo P024 comparou a positividade do Ki-
67 e a resposta clínica em pacientes tratadas com letrozol e tamoxifeno 
neoadjuvante. Demonstrou maior redução de proliferação e consequente melhor 
resposta clínica em menor tempo no grupo tratado com letrozol (Ellis, Ma, 2007).  
Apesar da eficácia da endocrinoterapia na redução da mortalidade, 
cerca de 30% dos pacientes com tumores RE+ apresentam resistência ao 
tratamento e consequente progressão tumoral. A resistência hormonal pode ser 
classificada em intrínseca, quando o tumor não responde à droga desde o início 
da terapia, ou adquirida, quando inicialmente responde a ela (Johnston, 1997; 
Normanno et al., 2005; Perez, 2007; Harvell et al., 2008; Hurvitz, Pietras, 2008). 
Uma das possíveis causas de resistência intrínseca ao tamoxifeno 
decorre do polimorfismo genético envolvido na via do citocromo P450 2D6, 
responsável pela metabolização do tamoxifeno para seu metabólito mais ativo, o 
endoxifeno (Hurvitz, Pietras, 2008). Estudos realizados demonstraram que o 
polimorfismo genético no citocromo P450 2D6 (CYP2D6) resultou em menor 
nível de endoxifeno e maior risco de recorrência em pacientes tratadas com 
tamoxifeno (Beverage et al., 2007; Schroth, 2007). 
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Existem, ainda, outros mecanismos potenciais para explicar os 
mecanismos de resistência adquirida. Estes podem surgir através da seleção de 
clone de células tumorais com alteração na expressão dos receptores 
hormonais, alteração na estrutura ou ativação de vias alternativas do RE (Lewis, 
Jordan, 2005; Normanno et al., 2005). 
Normanno et al. (2005) demonstraram que a perda da expressão do 
REα ocorre entre 17 e 28% das pacientes que adquirem resistência ao 
tamoxifeno, enquanto que mutações nestas são raramente encontradas. 
Lewis, Jordan (2005) sugerem mecanismo multifatorial complexo no 
desenvolvimento da resistência hormonal. Observaram resposta aos inibidores da 
aromatase em 66% das pacientes que se tornaram resistentes ao tamoxifeno. 
Estudos experimentais e clínicos demonstraram que moléculas 
correguladoras do RE podem aumentar a atividade agonista do tamoxifeno e 
contribuir para a resistência a esse fármaco (Arpino et al., 2005; Hurvitz, 
Pietras, 2008).  
Ainda não foram decifrados todos os mecanismos responsáveis pela 
hormônio-resistência. Contribuem para isso, de maneira significativa, alterações 
na expressão de fatores de crescimento e de proteínas sinalizadoras, 
independentemente de ligarem-se ao RE. Nestes grupos, incluem-se o fator de 
crescimento epidérmico e seu receptor (EGF, EGF-R), receptor do fator de 
crescimento epidérmico humano 2 (HER-2/NEU), fator α de necrose tumoral 
(TNF α), proteína quinase Cα (PKCα), proteína quinase mitogênica ativada 
(MPAK), fosfatase 3 e p21 quinase ativada (Hurvitz, Pietras, 2008).  
Alguns biomarcadores têm sido relacionados ao pior prognóstico e 
resistência ao tratamento com tamoxifeno.  
Recentes estudos demonstraram que tumores RE positivos e RP 
negativos podem beneficiar-se preferencialmente da terapia inicial com inibidores 
da aromatase, comparando-se ao tamoxifeno (Rastelli, Crispino, 2008).  
A perda de expressão do RP, durante o tratamento, também tem sido 
associada à resistência ao tamoxifeno, mas não aos inibidores da aromatase. 
Esses mecanismos decorrem da estimulação mantida através dos fatores de 
crescimento e supressão da expressão do gene do RP (Arpino et al., 2005; 
Normanno et al., 2005; Osborne et al., 2005; Hurvitz, Pietras, 2008). 
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A ciclina D-1 atua no controle do ciclo celular e tem sido associada à 
resistência hormonal em diversos estudos (Stendahl et al., 2004; Jirström et al., 
2005; Kilker, Planas-Silva, 2006; Lundgren et al., 2008; Rudas et al., 2008).  
O termo ciclina foi inicialmente utilizado para descrever uma família 
de proteínas que apresentam elevação da expressão de forma cíclica em 
diferentes fases do ciclo celular, e que regulam a expressão das ciclinas 
dependentes de quinases (CDKs) (Evans et al., 1983). Gradualmente, o papel 
das diferentes ciclinas foi esclarecido e estas subclassificadas de acordo com 
suas atividades nas famílias de A a H (Barnes, Gillet, 1998). Existem pelo 
menos três diferentes ciclinas no grupo das ciclinas D.  
A ciclina D-1 é um produto do gene CCND1, localizado no cromossomo 
11q13, que se encontra amplificado em 10 - 15% dos carcinomas de mama. Foi a 
primeira a ser identificada e atua no controle da progressão da fase G1 para fase 
S do ciclo celular, através da formação de complexos enzimáticos ativos 
dependentes de quinases (Cdk4 e CdK6). A ativação destes em conjunto com a 
ativação do CDK ativador de quinase (CAK) impede que ocorra a fosforilação do 
produto do gene supressor de tumor do retinoblastoma (pRb) (Fantl et al., 1993; 
Gillet et al., 1994; Seshadri et al., 1996; Barnes, Gillet, 1998; Ormandy et al., 
2003; Arnold, Papanikolaou, 2005; Lundgren et al., 2008). 
Esta proteína (pRb) exerce papel primordial no controle da progressão 
do ciclo celular. No início da fase G1, em sua forma hipofosforilada inativa, a 
transcrição de E2F (fator de transcrição E2) é a responsável pela transcrição de 
genes associados à síntese de DNA e progressão para a fase S (Barnes, Gillet, 
1998; Dyson, 1998).  
Existem fortes evidências de que a ciclina D1 atue como oncogene, 
porém os mecanismos celulares envolvidos nesse processo ainda não foram 
completamente elucidados (Arnold, Papanikolaou, 2005). Sua expressão variou 
entre 35 e 80% nos tumores de mama em diversos estudos realizados (Hwang 
et al., 2003; Lee et al., 2007; Rudas et al., 2008). 
Barbareschi et al. (1997) sugerem que a superexpressão de ciclina D-
1 observada no carcinoma de mama seja decorrente mais do estímulo do RE do 
que da amplificação do gene CCND1, o que pode lhe conferir capacidade 
preditiva e prognóstica independente.  
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A ciclina D-1 pode ativar o RE e induzir proliferação independente da 
presença do estrogênio. A ligação ao domínio de ligação hormonal do RE 
promove a associação do RE a co-ativadores, com consequente proliferação 
mediada pelo RE através de mecanismos não-hormonais e CDK independentes 
(Zwijsen et al., 1997; Neuman et al., 1997; Arnold, Papanikolaou, 2005).  
Diversos autores demonstraram que a atividade agonista da ciclina D-
1 ao RE pode contribuir para a resistência encontrada à terapia endócrina em 
alguns casos (Musgrove et al., 1994; Roy, Thompson, 2006; Ishii et al., 2008).. 
A literatura apresenta diferentes resultados sobre a associação entre 
ciclina e prognóstico. Van Diest et al. (1997) não observaram correlação entre 
superexpressão de ciclina D-1 e sobrevida.  
Outros autores demonstraram que a superexpressão de ciclina D-1, 
em pacientes com carcinoma de mama, associa-se a bom prognóstico, maior 
intervalo livre de doença e melhor sobrevida (Gillet et al., 1996; Hwang et al., 
2003; Bilalovic et al., 2005; Lee et al., 2007).  
Entretanto, outros estudos mostram que a superexpressão da ciclina 
D1 correlaciona-se com recidiva precoce e pior prognóstico nas pacientes com 
carcinoma de mama RE positivo (Schuuring et al., 1992; Seshadri et al., 1996; 
Stendhal et al., 2004; Roy, Thompson, 2006; Rudas et al., 2008).  
Stendahl et al. (2004) avaliaram prospectivamente amostras de 167 
carcinomas de mama RE+, de pacientes na pós-menopausa, randomizadas para 
tratamento com tamoxifeno por dois anos ou controle. Observaram aumento da 
sobrevida livre de doença e sobrevida global no grupo tratado com tamoxifeno 
apenas nos tumores RE fortemente positivos e com baixa expressão de ciclina 
D-1. Nos tumores RE fortemente positivos com concomitante superexpressão de 
ciclina D-1, não se observou benefício no tratamento. No grupo controle, 
observou-se maior sobrevida nos tumores com superexpressão de ciclina D-1. 
Conclui-se, dessa forma, que existe evidente associação entre superexpressão 
de ciclina D-1 e resistência ao tratamento com tamoxifeno. 
Posteriormente, Jirström et al. (2005) demonstraram que níveis 
elevados de ciclina D-1, na presença de tratamento com tamoxifeno, aumentam 
o risco de recidiva local e morte em 6,3 e 5,3 vezes, respectivamente. Também 
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neste estudo observaram que a superexpressão de ciclina D-1 nas pacientes do 
grupo controle associou-se a melhor prognóstico e sobrevida.  
Outro estudo demonstrou que a superexpressão de ciclina D-1 inibe a 
proliferação celular através da inibição da expressão do fator de transcrição 
antiapoptótico 3 (STAT3 - Signal Transducer and Activator of Transcription 3) 
(Ishii et al., 2006).  
Posteriormente, Ishii et al. (2008), em cultura de células de carcinoma 
de mama, demonstraram que a ciclina D-1 se liga preferencialmente ao STAT3 e 
fracamente ao RE, com consequente repressão da atividade do STAT3 e 
predomínio da apoptose sobre proliferação. O tamoxifeno estimula a expressão 
de STAT3, abolindo o efeito inibitório induzido pela ciclina D-1, além de provocar 
alterações conformacionais no RE, que passa a interagir fortemente com a ciclina 
D-1 ao invés desta ligar-se ao STAT3, ocorrendo prevalência de proliferação. 
Ishii et al. (2008) sugerem que a associação entre carcinoma de mama 
RE+ e superexpressão de ciclina D-1 na pós-menopausa tenha menor benefício 
da terapia com tamoxifeno, visto que este se associa a provável resistência. 
Ainda não existe, na literatura, comprovação do benefício do 
tratamento com inibidores da aromatase sobre o tamoxifeno em pacientes com 
superexpressão de ciclina D-1.  
Observa-se grande o interesse dos pesquisadores em avaliar o 
comportamento de alguns biomarcadores na resposta celular com o intuito de 
identificar fatores preditivos de hormônio-resistência. 
Propusemos um estudo randomizado, controlado, duplo-cego, para 
avaliar a relação de ciclina D-1, RE e RP nos carcinomas de mama de mulheres 
na pós-menopausa, tratadas em curto prazo (26 dias) com tamoxifeno, anastrozol 
e placebo.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. MÉTODOS 
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3.1 Pacientes 
 
Estudo prospectivo randomizado, duplo cego, realizado no Hospital 
Pérola Byington e Disciplina de Mastologia da UNIFESP.  
Foram selecionadas para o estudo 71 pacientes pós-menopausa com 
diagnóstico de carcinoma de mama, estádios clínicos II e III.  
Obteve-se a primeira amostra das pacientes ambulatorialmente, 
através de biópsia incisional, com anestésico local, sem vasoconstritor 
(lidocaína® a 2%) e subsequente envio para estudo histopatológico e 
imunoistoquímico para confirmação do diagnóstico de carcinoma e positividade 
dos receptores hormonais. A segunda amostra foi obtida durante o tratamento 
cirúrgico definitivo através de incisão do espécime operatório. 
Após confirmação do diagnóstico histopatológico de carcinoma e da 
positividade imunoistoquímica dos receptores de estrogênio e/ou progesterona 
(RE/RP), as pacientes foram randomizadas para receber anastrozol 1 mg/dia 
(Grupo A – 23 pacientes), tamoxifeno 20 mg/dia (Grupo T – 22 pacientes) ou 
placebo (Grupo P – 26 pacientes). 
A medicação foi entregue às pacientes, por um aluno da pós-
graduação da Disciplina de Ginecologia da UNIFESP, não participante do 
estudo. Cada paciente recebeu aleatoriamente um frasco lacrado e identificado 
com nome fantasia, contendo comprimidos para serem ingeridos na posologia 
de um comprimido por dia durante 30 dias. Ao término da medicação, cada 
paciente foi internada, quando se conferiu o número de comprimidos restantes. 
As pacientes que não completaram a medicação foram excluídas do estudo. 
Considerou-se a prescrição por quatro semanas, após avaliação 
interna das instituições participantes terem demonstrado ser este o tempo médio 
entre o diagnóstico histopatológico e agendamento da cirurgia. Neste período, 
são habitualmente realizados os exames pré-operatórios e estadiamento 
necessário. Nenhuma paciente teve sua cirurgia postergada em virtude de sua 
participação no estudo.  
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As pacientes dos grupos P, A e T não apresentaram diferença 
estatística em relação à idade no momento do diagnóstico, idade da menarca, 
paridade, idade do primeiro parto e tamanho do tumor (Anexo 5). 
Considerou-se a presença de mulheres pós-menopausa, com 
diagnóstico confirmado de carcinoma de mama RE/RP+, que não haviam 
recebido nenhum tratamento anterior. Os critérios para o tipo de cirurgia foram 
escolhidos de acordo com protocolos das instituições, baseado no volume do 
tumor e proporção entre volume do tumor/ mama. Pacientes que receberam 
cirurgia conservadora realizaram radioterapia complementar após a cirurgia. Da 
mesma forma, a escolha do inibidor da aromatase prescrito (anastrozol) obedeceu 
à padronização deste nestas instituições, em acordo com as recomendações do 
Ministério da Saúde. As mulheres foram consideradas pós-menopausa se idade > 
60 anos, ou menores de 60 anos, mas com história de ooforectomia bilateral 
pregressa ou amenorréia presente por pelo menos um ano. RE/RP foram 
avaliados localmente e depois confirmados em laboratório central. 
Foram excluídas as pacientes com doença inoperável, carcinoma 
inflamatório, uso coincidente de terapia de reposição hormonal, gravidez, 
desordens psíquicas ou psiquiátricas com incapacidade de compreensão e 
assinatura do termo de consentimento, qualquer patologia severa coincidente 
com diagnóstico e uso de antiinflamatórios concomitantes com a medicação 
administrada, adiamento da cirurgia por mais de cinco dias da data prevista e 
não completar a medicação proposta. As duas principais considerações de 
violação de protocolo foram a negatividade de ambos os receptores (RE e RP) e 
carcinoma não-invasivo.  
Foram excluídas do estudo duas pacientes do grupo T e uma do 
Grupo A por apresentarem escore de Allred para os receptores (RE e RP) <3. 
Outras oito pacientes foram excluídas por não completarem a medicação 
proposta (T=4, A=4). Por terem adiado a data da cirurgia devido a problemas 
clínicos, foram excluídas outras duas pacientes (A =1, P =1) (Figura 3). 
O protocolo de estudo foi aprovado pelos comitês de ética e pesquisa 
(CEP) da UNIFESP sob o número 0904/04 e Hospital Pérola Byington. Todas as 
pacientes apresentaram termo de consentimento, informado para participação 
do estudo (Anexos 1, 2, 3 e 4) 
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Figura 3 – Desenho Esquemático do Estudo. 
 
 
3.2 Histopatologia  
 
Fragmentos de tumores obtidos durante a biópsia e a cirurgia foram 
fixados em solução de formol a 10%, por 12 horas, sendo processados e incluídos 
em parafina, para realização de cortes seriados de 4 micrômetros. Os cortes 
foram montados em lâminas e corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) 
para confirmação do diagnóstico de carcinoma invasivo, segundo a classificação 
da Organização Mundial da Saúde (World Health Organization, 1981). 
71 pacientes  
pós-menopausa, carcinoma 
invasivo, RE/RP+ 
13 excluídas 
 
• 3 RE/RP negativos 
• 8 não completaram medicação 
• 2 cirurgias adiadas 
Tamoxifeno 20 mg/dia  
N = 15 
Anastrozol 1 mg/dia  
N = 18 
Placebo  
N = 25 
Cirurgia 
26 dias 
Biomarcadores RE, RP e ciclina D-1 
Biomarcadores RE/RP/ciclina D-1 
20 
Métodos 
 
 
 
3.3 Construção de microarranjo tecidual (TMA) das lâminas examinadas 
 
Para a construção do TMA, utilizou-se uma lâmina mais 
representativa do tumor, selecionando a área mais adequada, que foi marcada e 
posteriormente identificada no bloco correspondente. De posse dos blocos 
selecionados, uma porção cilíndrica de 0,1 cm de diâmetro foi excisada do bloco 
doador e colocada em bloco-mãe de TMA. Esse processo deu origem ao bloco, 
contendo toda casuística. O TMA foi realizado no Departamento de Patologia do 
Hospital do Câncer AC Camargo. 
 
 
3.4 Imunoistoquímica  
 
Cortes histológicos de 4 micrômetros foram montados em lâminas e 
desparafinizados em xilol. A recuperação antigênica foi realizada por cocção das 
lâminas em EDTA +TRIS pH 9,0 para ciclina D-1, em recipiente de alta pressão 
elétrica (National SR-206N), por 15 minutos após o início da pressão, e o 
bloqueio da peroxidase endógena feito com solução de peróxido de hidrogênio 
(H2O2) a 10 volumes.  
 
3.4.1 Pesquisa de receptores de estrógeno e progesterona  
As lâminas foram preparadas a partir do bloco de parafina da biópsia 
inicial e montadas para reação imunoistoquímica em todos os casos 
participantes. As reações foram realizadas com anticorpos monoclonais 
específicos, antirreceptor de estrógeno (Dako, Código M7047, monoclonal, Lote 
0070) e antirreceptor de progesterona (Dako, Código M3569, monoclonal, Lote 
0053). A sequência de preparação e reação aos anticorpos monoclonais segue 
a metodologia utilizada nas reações específicas de ciclina D-1. Todos os casos 
avaliados foram positivos para os anticorpos monoclonais anti- RE e/ou anti- RP.  
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3.4.2 Pesquisa de ciclina D-1  
As lâminas prontas para reação imunoistoquímica foram incubadas 
com os anticorpos primários para ciclina D1 (NovoCastra- Clone DCS-6), diluição 
1:80 em câmara úmida à temperatura ambiente por 2 horas. Estas permaneceram 
em câmara úmida à temperatura ambiente por duas horas, e depois foram 
lavadas com solução tampão PBS em pH 7,4. Para amplificação da reação, 
utilizou-se anticorpo secundário biotinilado kit LSAB – Biotinylated Link Universal 
(Dako Cytomation, Carpinteria, Califórnia), com incubações de 20 minutos para o 
anticorpo secundário e 20 minutos para o complexo estreptoavidina-peroxidase, 
Kit LSAB - Streaptavidin-HRP (DakoCytomation, Carpinteria, Califórnia), à 
temperatura ambiente e, em seguida, lavadas com solução tampão PBS em pH 
7,4. As lâminas foram reveladas em solução substrato de diaminobenzidina 
(DAB)- Kit Liquid DAB+ Substrate Chromogen System (DakoCytomation, 
Carpinteria, Califórnia), por cinco minutos à temperatura ambiente, e então 
lavadas em água corrente por mais cinco minutos. A seguir, essas lâminas foram 
contracoradas com hematoxilina, desidratadas em álcool, xilol, diafanizadas e 
montadas entre lamínula e Entellan. 
Foi considerada positiva a coloração acastanhada no núcleo celular 
para ciclina D-1 (Figura 4). 
Todas as reações contiveram controles positivos e negativos 
previamente conhecidos. 
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Figura 4 – Fotomicrografia de carcinoma de mama em reação para anticorpo monoclonal 
para ciclina D-1 com coloração acastanhada no núcleo à imunoistoquímica, em aumento 
de 100X. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5 – Fotomicrografia de carcinoma de mama em reação para anticorpo monoclonal 
para ciclina D-1 com coloração acastanhada no núcleo à imunoistoquímica, em aumento 
de 400X. 
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3.5 Método semiquantitativo para avaliação imunoistoquímica 
 
Realizou-se estudo semiquantitativo da expressão dos biomarcadores 
RE, RP e ciclina D-1 seguindo-se os critérios descritos por Allred et al. (1998). 
Este estudo utiliza como parâmetros a intensidade de coloração e a fração de 
células neoplásicas coradas.  
A intensidade da coloração foi classificada entre 0 e 3 de acordo com 
o exposto no quadro 1. Para a fração das células coradas, adotou-se pontuação 
variável entre 0 e 5 (Quadro 2). 
A soma dos escores parciais (intensidade e fração de células coradas) 
resultou em escore final variável entre 0 e 8. Considerou-se como negativos os 
casos com escore entre 0 e 2 e positivos aqueles com escore entre 3 e 8. 
 
 
3.6 Análise estatística 
 
Foi realizado estudo descritivo das variáveis (idade, tamanho do tumor 
[cm], idade da menarca, idade da menopausa e paridade através dos cálculos da 
média, desvio padrão, mínimo, mediana, frequência e percentual (Anexo 5). 
A homogeneidade entre os grupos em relação às variáveis acima 
citadas foi avaliada pelo teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis (Conover, 
1999) (Anexo 5). 
O teste semiparamétrico GEE- “General Estimation Equations” foi 
utilizado para comparar as medidas (positivo e negativo) e a correlação entre os 
escores estudados (Stokes et al., 2000). 
Para as medidas repetidas (tempos e médias dos escores de 
expressão dos biomarcadores (ciclina D-1, RE, RP) nos grupos placebo, 
anastrozol e tamoxifeno, foi utilizado o teste paramétrico ANOVA (análise de 
variância) (Montgomery, 2001). 
Foi considerado um nível de significância de 5% (p – valor ≤ 0,05). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. RESULTADOS 
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Os grupos (P, A e T) foram considerados homogêneos, antes dos 
tratamentos, em relação aos escores do RE (p = 0,39), RP (p = 1,00) e ciclina D-
1 (0,61) (Anexos). 
Na tabela 1, encontra-se expressa a média do escore do RE. Nos 
grupos P, A e T foram, respectivamente, (6,60 pré e 6,76 pós), (7,28 pré e 6,44 
pós) e (7,00 pré e 6,76 pós). Não houve significância estatística pelo teste de 
Anova (p = 0,52). 
 
Tabela 1 – Média do escore do receptor estrogênio nos grupos placebo, 
anastrozol e tamoxifeno 
 Placebo Anastrozol Tamoxifeno 
RE Pré 6,60 7,28 7,00 
RE Pós 6,76 6,44 6,76 
(p = 0,52 – Teste ANOVA) 
 
 
Utilizando-se a análise de variância (ANOVA) observa-se na tabela 2 
que houve alteração significativa na média do escore do RP (p < 0,01 – teste 
ANOVA). No grupo P foi (5,12 pré e 5,00 pós; p =1,00), A (4,22 pré e 1,94 pós; p 
= 0,05) e T (5,40 pré e 6,73 pós; p = 0.42). Houve redução da média do escore 
do RP apenas nas pacientes tratadas com anastrozol. 
 
Tabela 2 – Média do escore do receptor de progesterona nos grupos placebo, 
anastrozol e tamoxifeno 
 Placebo Anastrozol Tamoxifeno 
RP Pré 5,12 4,22 5,40 
RP Pós 5,00 1,94 6,73 
(p = 0,01 – Teste ANOVA) 
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As médias dos escores da ciclina D-1 estão descritas na tabela 3. 
Foram, nos grupos P (5,32 pré e 4,28 pós), A (5,11 pré e 3,33 pós) e T (5,47 pré 
e 3,73 pós). Não houve significância estatística pelo teste de ANOVA (p = 0,55). 
 
Tabela 3 – Média do escore da ciclina D-1 nos grupos placebo, anastrozol e 
tamoxifeno 
 Placebo Anastrozol Tamoxifeno 
Ciclina Pré 5,32 5,11 5,47 
Ciclina Pós 4,28 3,33 3,73 
(p = 0,55 – teste ANOVA) 
 
 
A relação entre os biomarcadores RE e RP pode ser observada no 
gráfico da figura 6. Neste observa-se que ocorreram diferentes comportamentos 
entre a relação do RE com RP de acordo com o tratamento realizado. No grupo 
P, observa-se presença de correlação linear positiva (p < 0,001). No grupo A, 
não se observou correlação significante (p = 0,06). No grupo T, ocorreu 
correlação negativa entre os receptores de estrogênio (RE) e progesterona (RP) 
(p < 0,001) (Teste estatístico GEE). 
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Figura 6 – Correlação entre os receptores de estrogênio e progesterona nos grupos 
anastrozol (A), placebo (P) e tamoxifeno (T). 
  
RE X RP: P (p < 0,001), A (p = 0,06), T (p < 0,001)  
Teste GEE (General Estimation Equations) 
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A expressão de ciclina D-1 apresentou correlação linear positiva com 
o RE, independentemente do grupo estudado, como demonstrado no gráfico da 
figura 7 (p < 0,001) (teste GEE). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7 – Correlação entre ciclina D-1 e receptor de estrogênio. 
 
 
Ao analisar o gráfico da figura 8, observa-se que ocorreu correlação 
linear distinta entre ciclina D-1 e RP nos grupos tamoxifeno e anastrozol. Foi 
positiva no grupo A (p<0,001), negativa no T (p<0,001) e não houve correlação 
no grupo placebo (p = 0,35) (teste GEE). 
 
RE x ciclina D-1 (p < 0,001), RE x ciclina D-1 (A, P, T) (p = 0,94) 
Teste GEE (General Estimation Equations) 
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Figura 8 – Correlação entre ciclina D-1 e receptor de progesterona nos grupos 
anastrozol (A), placebo (P) e tamoxifeno (T). 
 
 
RP x ciclina D-1 (p = 0,19), RE x ciclina D-1: P (p = 0,35), 
A (p < 0,001), T (p < 0,001)  
Teste GEE (General Estimation Equations) 
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A observação de diferentes respostas clínicas e histopatológicas à 
quimioterapia neoadjuvante tem sido amplamente empregada para a predição 
da resposta terapêutica, do intervalo livre de doença (ILD) e da sobrevida 
global (SG) em pacientes com câncer de mama. São escassos os estudos  
que tenham avaliado esses parâmetros após a endocrinoterapia neoadjuvante 
(Ellis et al., 2008). 
A medida do diâmetro clínico do tumor primário é o parâmetro mais 
utilizado para avaliar o grau de resposta ao tratamento. Entretanto, o edema 
tecidual e o hematoma, frequentes após a biópsia inicial, interferem na 
mensuração do tumor primário. Além disso, há a necessidade de se esperar um 
período superior a três meses para se avaliar a resposta terapêutica (Dowsett et 
al., 2005a; Ellis et al., 2008). 
Observa-se crescente interesse em estudos de curta duração com 
biomarcadores que possam predizer, em menor intervalo de tempo e de forma 
mais fidedigna, a resposta terapêutica.  
Encontra-se em andamento, no Reino Unido, o estudo POETIC (Peri-
Operative Endocrine Therapy for Individualized Care), que avaliará de forma 
prospectiva randomizada, a administração de anastrozol comparado a placebo 
por duas semanas, com análise de diversos biomarcadores (Dowsett et al., 
2007b; Ellis et al., 2008; Smith, 2008).  
Em nosso estudo, optou-se pelo período de tratamento de 26 dias, 
por ser o tempo médio gasto para realização de exames pré-operatórios, de 
rastreamento sistêmico e internação em nossa Instituição, justificando-se o uso 
de placebo sem prejuízo a essas pacientes. 
Comparou-se, inicialmente, os efeitos do tratamento em curto período 
com placebo, tamoxifeno e anastrozol sobre os biomarcadores RE, RP e ciclina 
D-1, utilizando-se os critérios propostos por Allred et al. (1998). O estudo 
semiquantitativo avalia de forma objetiva a expressão dos biomarcadores, ao 
invés de simplesmente qualificá-los como positivos ou negativos, podendo-se 
ainda comparar os efeitos do tratamento em subgrupos de maior ou menor 
expressão. Utilizado em diversos estudos prospectivos, possui interpretação 
reproduzível em estudos com terapia endócrina neoadjuvante (Harvey et al., 
1999; Ellis et al., 2008). 
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O escore do RE em nosso estudo não variou significativamente nos 
três grupos avaliados, assim como descrito no estudo IMPACT. É possível que, 
em curto período de tratamento, o RE α, isoladamente, atue como agonista, 
justificando a exacerbação clínica da dor no tratamento de metástases ósseas 
sintomáticas e não tenha efeito preditivo de resposta precoce. A pesquisa de RE 
β poderia ser de grande valor para estudos posteriores (Dowsett et al., 2005b). 
A análise do escore do RP demonstrou redução significativa no grupo 
anastrozol e aumento não significativo nas tratadas com tamoxifeno. Estes 
resultados foram semelhantes aos estudos P-024 e IMPACT. O aumento precoce 
do receptor de progesterona no grupo tamoxifeno poderia ser explicado pela 
atividade agonista inicial desse SERM (Dowsett et al., 2005b; Ellis, Ma, 2007). 
Nos estudos IMPACT e P-024, observou-se que a positividade do RP 
pré- tratamento associou-se de forma linear e direta à proliferação celular pelo 
Ki-67. Após o tratamento, observou-se redução do Ki-67 nos grupos tratados 
com tamoxifeno e anastrozol, sendo maior neste último. Demonstrou-se que a 
redução do Ki-67 foi proporcional ao escore do RP, nos dois grupos (Dowsett et 
al., 2005b; Ellis, Ma, 2007). 
Nestes estudos observa-se clara correlação entre os biomarcadores 
RE, RP e Ki-67. É provável que os inibidores da aromatase atuem precocemente 
de forma mais efetiva que o tamoxifeno no bloqueio estrogênico, traduzindo em 
menor atividade do Ki-67. A presença do RP pode ser traduzida como resposta 
ao RE e consequente maior atividade antiestrogênica neste grupo (Dowsett et 
al., 2005c; Ellis, Ma, 2007). 
Contrariamente, a análise dos subgrupos do estudo ATAC 
(Anastrozole, Tamoxifen alone or in Combination) demonstrou que houve maior 
benefício do anastrozol justamente nas pacientes RP negativo (Dowsett et al., 
2005c; Ellis, Ma, 2007).  
De forma semelhante, Stendahl et al. (2006) demonstraram maior 
benefício para o tratamento com tamoxifeno sobre placebo, nos tumores com 
forte positividade do RP.  
É possível que o RP possa sinalizar para resposta precoce da droga e 
que mecanismos não-genômicos possam interferir na resposta a longo prazo, 
mantendo a resposta aos IA, mesmo naqueles tumores RP negativos. 
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A ciclina D-1 parece ser um biomarcador no carcinoma de mama RE+ 
pelo controle exercido na progressão do ciclo celular e agonismo ao RE. 
Recentemente vem sendo relacionada com resistência ao tamoxifeno (Stendahl 
et al., 2004; Jirström et al., 2005; Kilker, Planas-Silva, 2006; Lundgren et al., 
2008; Rudas et al., 2008).  
Em nosso estudo, ocorreu positividade da ciclina D-1 em 88% dos 
tumores antes do tratamento, mas não houve alteração do escore nos grupos 
estudados. A superexpressão de ciclina D-1 é descrita entre 35 e 80% dos 
carcinomas de mama em diferentes estudos. Tal variação reflete a falta de 
padronização do método imunoistoquímico, dificultando a validação desse 
biomarcador na resposta precoce (Hwang et al., 2003; Lee et al., 2007; Rudas 
et al., 2008). 
Ao avaliar a interação entre os biomarcadores nos diferentes grupos 
de tumores, observou-se uma correlação linear positiva entre os RE e RP no 
grupo placebo (p< 0,001), ausência de correlação no grupo anastrozol (p= 0,06) 
e correlação negativa no grupo tamoxifeno (p<0,001) (Figura 6). 
A distinta relação entre RE e RP nos três grupos não pode ser 
completamente explicada. É provável que os diferentes mecanismos de ação 
antiestrogênica dos SERMS e IA interfiram na conhecida relação entre esses 
receptores. 
No grupo placebo, como não houve interferência de drogas sobre o 
ambiente hormonal, o estímulo estrogênico inicial teria permanecido intacto ou 
pouco alterado, com consequente manutenção do estímulo do RE para indução 
do RP, o que justificaria a já conhecida correlação linear desses receptores.  
No grupo tamoxifeno, observou-se redução não significante do RE, e 
aumento também não significante do RP, o que também poderia justificar a 
correlação negativa encontrada.  
Já no grupo tratado com anastrozol, houve importante redução do RP, 
embora não tenha ocorrido uma redução não-significativa do RE.  
Classicamente, considera-se que a positividade do RP seja indicativa 
da ação do RE e que possa ser preditiva de resposta à terapia endócrina. 
Recentemente, diversos estudos têm demonstrado que a interação com fatores 
de crescimento pode levar a perda da expressão do RP e acarretar respostas 
não previstas (Bardou et al., 2003; Arpino et al., 2005). 
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Nosso estudo confirmou os achados anteriormente descritos da 
relação direta entre escore de ciclina D-1 e RE (p<0,001), nos três grupos 
estudados (Gillet et al., 1996; Barbareschi et al., 1997; Van Diest et al., 1997; 
Hwang et al., 2003) (Figura 7). 
De forma interessante, foi demonstrado que anastrozol e tamoxifeno 
instituíram correlações distintas entre a ciclina D-1 e RP, e que no grupo placebo 
não ocorreu nenhuma interação. No grupo A, demonstrou-se forte correlação 
linear positiva (p<0,001), enquanto no T ocorreu forte correlação negativa 
(p<0,001) (Figura 8). 
Ainda não haviam sido demonstrados, na literatura, os efeitos do 
anastrozol e tamoxifeno em induzir diferentes correlações entre esses 
biomarcadores. O RP e a ciclina D-1 têm sido estudados de forma isolada para 
predição de resposta ou resistência ao tratamento com tamoxifeno (Stendahl et 
al., 2004; Dowsett et al, 2005c; Jirström et al., 2005; Stendahl et al., 2006). 
A positividade do RP representa importante fator preditivo de resposta 
ao tamoxifeno. Stendahl et al. (2006) demonstraram correlação entre forte 
positividade do RP, resposta ao tamoxifeno e melhor SLD e SG. Por sua vez, a 
negatividade do RP (RE+/RP-) associa-se à resistência ao tamoxifeno e melhor 
resposta aos inibidores da aromatase (Dowsett et al., 2005b). 
A superexpressão da ciclina D-1 correlaciona-se com bom 
prognóstico em pacientes não tratadas com tamoxifeno, mas demonstrou-se 
fator preditivo negativo de resposta e aumento do risco relativo de recorrência e 
morte em pacientes tratadas com tamoxifeno (Hwang et al., 2003; Stendahl et 
al., 2004; Jirström et al., 2005).  
Já foi demonstrado que a superexpressão de ciclina D-1 inibe a 
proliferação celular através da inibição da expressão do fator de transcrição 
antiapoptótico 3 (STAT3), e que o tamoxifeno estimula a expressão de STAT3, 
abolindo o efeito inibitório induzido pela ciclina D-1 (Ishii et al., 2006; Ishii et 
al., 2008).  
Apesar das evidências clínicas de resistência ao tamoxifeno em tumores 
com forte expressão de ciclina D-1, ainda não se demonstrou comprovação do 
benefício do tratamento com inibidores da aromatase nesse grupo. 
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É possível que os biomarcadores RP e ciclina D-1 possam auxiliar na 
elaboração de modelos preditivos de respostas aos antiestrogênios disponíveis. 
Dessa forma, tumores RP fortemente positivos (Allred > 6) e ciclina D-1 negativa 
(Allred < 3) poderiam beneficiar-se da terapia com tamoxifeno. Aqueles RP 
negativos e ciclina D-1 fortemente positiva preferencialmente deveriam ser 
tratados com inibidores da aromatase. Outros dois grupos seriam compostos de 
tumores com forte expressão de RP e ciclina D-1, e aqueles sem nenhuma 
expressão destes, onde a avaliação de outros biomarcadores poderia auxiliar a 
decisão terapêutica. É importante salientar a necessidade de validação desses 
dados em estudos clínicos prospectivos randomizados. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6. CONCLUSÕES 
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• Os escores do receptor de estrogênio e da ciclina D-1, não se 
modificaram nos diferentes grupos estudados. O receptor de 
progesterona diminuiu apenas no grupo tratado com anastrozol. 
• Houve correlação linear positiva entre RE e ciclina D-1 
independente do tratamento e correlação inversa entre RP e ciclina 
D-1 no grupo tratado com tamoxifeno e correlação direta no grupo 
tratado com anastrozol. 
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Anexo 1 – Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa - EPM 
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Anexo 2 – Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa – EPM 
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Anexo 3 – Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa – Hospital 
Pérola Byington 
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Anexo 4 – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 
“Estudo dos efeitos farmacodinâmicos do tamoxifeno e dos inibidores de aromatase (ArimidexR) em 
pacientes com câncer de mama.” 
 
 
Eu,________________________________________________, abaixo assinada, fui 
esclarecida sobre o objetivo do presente estudo e eventuais desconfortos que poderei sofrer. 
   
 Confirmo ter revisado o conteúdo de informação precedente, relativo ao estudo a que estou 
concedendo a minha participação por livre e espontânea vontade. 
 
 Estou ciente dos propósitos do estudo, dos procedimentos a serem realizados, desconfortos 
e riscos, vantagens e benefícios, bem como a garantia do sigilo total de minha participação e 
esclarecimentos permanentes durante a pesquisa. Ficou claro também que minha participação é 
isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessário. 
 
 Concordo voluntariamente em participar deste estudo, sabendo que poderei retirar o meu 
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou perda de 
qualquer benefício que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste serviço. 
 
 
Data: __/__/____. 
Assinatura da paciente ou representante legal: ____________________________________ 
 
 
Data: __/__/____. 
Assinatura da testemunha:____________________________________________________ 
 
 
 
Eu, André Mattar, declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o consentimento livre e 
esclarecido da paciente acima ou representante legal para a participação neste estudo. 
 
 
 
___________________________________________ Data:__/__/____ 
Assinatura do pesquisador 
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Informações ao Paciente 
 
 O câncer de mama é hoje um dos tumores mais frequentes entre as mulheres. A dificuldade 
em se prevenir e fazer o diagnóstico precocemente faz do tratamento uma importante etapa no 
combate desta doença. 
 Os inibidores de aromatase (ArimidexR) bem como o tamoxifeno são alguns dos principais 
medicamentos utilizados no tratamento hormonal do câncer mamário. Face à sua eficácia quer na 
prevenção ou no tratamento, inúmeros são os estudos utilizando estes medicamentos objetivando 
entender melhor sua ação. 
 O objetivo do presente estudo é avaliar a ação dos inibidores de aromatase (ArimidexR) em 
comparação ao tamoxifeno em etapas iniciais do seu tratamento no câncer de mama. 
 Para tanto, contaremos com pacientes portadoras de câncer de mama, que deverão ser 
submetidas à biópsia (pequena cirurgia para retirada de um fragmento do tumor) para fazer o 
diagnóstico. Uma vez confirmado o diagnóstico de carcinoma mamário, será realizado o 
planejamento do seu tratamento. Não tomar nenhum medicamento não irá prejudicar em nada o 
prognóstico das pacientes já que rotineiramente não prescrevemos nenhum medicamento pré-
operatório.  
 As pacientes que participarem do estudo deverão tomar o ArimidexR ou o tamoxifeno uma 
vez ao dia por 25 dias antes do tratamento cirúrgico (mastectomia ou quadrantectomia) ou não 
tomar nenhum medicamento, que é o que ocorre normalmente com as pacientes que não participam 
do estudo. 
 Ressaltamos que todas as pacientes receberão tratamento habitual para a doença, de acordo 
com o protocolo adotado na instituição. 
 Como todo medicamento, podem ocorrer efeitos indesejáveis, dentre os quais se destacam 
as ondas de calor, cefaléias, náuseas, tonturas e prurido vulvar. Quando estes medicamentos são 
utilizados por tempo prolongado podem provocar tromboembolismo, alem de osteoporose no caso 
dos inibidores de aromatase e câncer de endométrio no caso do tamoxifeno. 
 A participação neste trabalho é totalmente voluntária sendo que toda paciente poderá 
desistir de sua participação na pesquisa em qualquer momento do estudo. Lembramos que a recusa 
na participação do estudo não resultará em perda dos benefícios ao tratamento médico instituído no 
serviço. 
 Não haverá custos adicionais na participação desta pesquisa médica. Tanto para a obtenção 
de medicamentos quanto para a realização de exames inerentes ao estudo. 
 Caso ocorra a necessidade de tratamento de eventuais efeitos colaterais resultantes da 
medicação em estudo, este será prontamente instituído e realizado no Hospital São Paulo, sem 
qualquer custo para a paciente. 
 Sua participação será confidencial, não sendo revelada em momento algum a sua 
identidade. Caso você queira tomar ciência do andamento do estudo ou de qualquer outra 
informação a respeito do trabalho, poderá ser solicitado para qualquer responsável do estudo. 
 Se você tiver alguma consideração ou dúvida em relação à ética do projeto de estudo 
poderá entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa que fica na Rua Botucatu 572, 1o 
andar, conj. 14 ou pelo telefone 5539-7162. 
 Este estudo está sendo realizado na Disciplina de Mastologia da Universidade Federal de 
São Paulo sob responsabilidade do Dr. André Mattar, Dr. Yong Kyun Joo e do Prof. Dr Luiz 
Henrique Gebrim. 
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Anexo 5 – Análise estatística (média, desvio padrão, mínimo, mediana e 
máxima) das variáveis clínicas das pacientes incluídas no estudo 
Variável Grupo N Média DP Mínimo Mediana Máximo p 
Idade 
A 17 62,82 8,67 42 66 73 
0,1089
P 25 69,48 7,74 56 70 85 
T 15 64,73 13,13 43 64 87 
Total 57 66,25 9,95 42 67 87 
Tamanho 
do Tumor 
A 17 3,59 0,67 2,5 4 5 
0,1257
P 25 4,34 1,29 2,5 4 8 
T 15 3,90 0,87 2,5 4 6 
Total 57 4,00 1,06 2,5 4 8 
Menarca 
A 17 13,47 1,74 10 14 16 
0,3659
P 25 12,84 1,65 9 13 16 
T 14 12,71 1,68 10 12,5 15 
Total 56 13,00 1,68 9 13 16 
Menopausa 
A 17 48,71 6,23 40 50 60 
0,8643
P 25 47,88 5,09 39 50 55 
T 14 47,50 5,30 40 49 55 
Total 56 48,04 5,43 39 50 60 
Paridade 
A 17 2,53 2,55 0 2 9 
0,4163
P 25 4,08 3,79 0 3 13 
T 15 3,00 3,05 0 2 9 
Total 57 3,33 3,29 0 3 13 
Idade do 
Primeiro 
Filho 
A 17 18,35 12,36 0 19 42 
0,8731
P 25 17,88 9,84 0 21 30 
T 15 15,53 12,14 0 20 31 
Total 57 17,40 11,10 0 20 42 
Teste de Kruskal-Wallis 
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Anexo 6 – Classificação do RE pré e pós, de acordo com escore de Allred 
 
Pré Pós 
N % N % 
RE     
0 1 2 3 5 
2 0 0 0 0 
3 1 2 1 2 
4 2 3 3 5 
5 5 9 2 3 
6 4 7 8 14 
7 19 33 17 29 
8 26 45 24 41 
Total 58 100 58 100 
 
 
Anexo 7 – Classificação do RE de acordo com a positividade 
 
Pré Pós 
N % N % 
 
 
Negativo 
 
 
1 
 
 
2 
 
 
3 
 
 
5 
Positivo 57 98 55 95 
Total 58 100 58 100 
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Anexo 8 – Classificação do RE pré e pós nos grupos (P), (A) e (T) 
 Pré Pós 
 Negativo Positivo Total Negativo Positivo Total 
A 
0 18 18 2 16 18 
0% 100% 100% 11% 89% 100% 
       
P 1 24 25 1 24 25 
4% 96% 100% 4% 96% 100% 
T 0 15 15 0 15 15 
0% 100% 100% 0% 100% 100% 
Total 1 57 58 3 55 58 
2% 98% 100% 5% 95% 100% 
*GEE 
 
 
Anexo 9 – Classificação do RP pós de acordo com o escore de Allred 
 Pré Pós 
 N % N % 
RP     
0 13 22% 19 33% 
2 5 9% 2 3% 
3 0 0% 0 0% 
4 3 5% 1 2% 
5 1 2% 3 5% 
6 7 12% 9 16% 
7 16 28% 8 14% 
8 13 22% 16 28% 
Total 58 100% 58 100% 
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Anexo 10 – Classificação do RP de acordo com a positividade 
 
 
Pré Pós 
N % N % 
 
Negativo 
 
18 
 
31% 
 
21 
 
36% 
Positivo 40 69% 55 64% 
Total 58 100% 58 100% 
 
 
Anexo 11 – Classificação do RP pré e pós nos grupos (P), (A) e (T) 
 Pré Pós 
 Negativo Positivo Total Negativo Positivo Total 
A 
8 10 18 13 5 18 
44% 56% 100% 72% 28% 100% 
P 
6 19 25 7 18 25 
24% 76% 100% 28% 72% 100% 
T 
4 11 15 1 14 15 
27% 73% 100% 7% 93% 100% 
Total 
18 40 58 21 37 58 
31% 69% 100% 36% 64% 100% 
p < 0,001. GEE 
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Anexo 12 – Gráfico da variação dos escores do RP pré e pós nos grupos (P), 
(A) e (T). Teste Anova 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo 13 – Classificação da ciclina D-1 pré e pós de acordo com escore de 
Allred 
Ciclina Pré Pós 
N % N % 
0 2 3% 9 16% 
2 5 9% 12 21% 
3 5 9% 7 12% 
4 8 14% 6 10% 
5 6 10% 5 9% 
6 14 24% 9 16% 
7 8 14% 5 9% 
8 10 17% 5 9% 
Total 58 100% 58 100% 
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Anexo 14 – Classificação da ciclina D-1 de acordo com a positividade 
  
Pré Pós 
N % N % 
Negativo 7 12% 21 36% 
Positivo 51 88% 37 64% 
Total 58 100% 58 100% 
 
 
 
Anexo 15 – Classificação da ciclina D-1 pré e pós nos grupos (P), (A) e (T) 
Variável Tempo Grupo N Média DP Mínimo Mediana Máximo 
Ciclina Pré 
A 18 5,11 1,81 2 6 8 
P 25 5,32 2,25 0 6 8 
T 15 5,47 2,33 0 6 8 
Total 58 5,29 2,11 0 6 8 
Ciclina Pós 
A 18 3,33 2,45 0 3 6 
P 25 4,28 2,56 0 4 8 
T 15 3,73 2,60 0 3 8 
Total 58 3,84 2,53 0 4 8 
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Anexo 16 – Variação dos biomarcadores ciclina D-1, RE, RP pré e pós nos 
grupos (P), (A) e (T). 
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Anexo 17 – Variação dos biomarcadores ciclina D-1, RE, RP pré e pós nos 
grupos (P), (A) e (T). 
 
0%
25%
50%
75%
100%
PLACEBO ANASTROZOL TAMOXIFENO
RE PRÉ RE PÓS RP PRÉ RP PÓS CICLINA PRÉ CICLINA PÓS
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8. REFERÊNCIAS 
54 
Referências 
 
 
 
Acconcia F, Kumar R. Signaling regulation of genomic and nongenomic functions 
of estrogen receptors. Cancer Lett. 2006; 238:1-14. 
Allred DC, Harvey JM, Berardo MD. Prognostic and predictive factors in breast 
cancer by immunohistocemical analysis. Mod Pathol. 1998 Feb;11:155-68. 
American Cancer Society. Cancer Facts & Figures 2008. Atlanta: American 
Cancer Society; 2008. disponível em 
http://www.cancer.org/dowloads/STT/2008CAFFfianl secured.pdf  
Arnold A, Papanikolaou A. Cyclin D-1 in Breast Cancer. J Clin Oncol 
2005;23:4215-24.  
Arpino G, Weiss H, Lee AV, Schiff R, De Placido S, Osborne CK, Elledge RM. 
Estrogen Receptor – Positive, Progesterone Receptor – Negative Breast Cancer: 
Association With Growth Factor Receptor Expression and Tamoxifen Resistance. 
J Natl Cancer Inst. 2005;97:1254-61. 
Barbareschi M, Pelosio P, Caffo O, Buttitta F, Pellegrini S, Barbazza R, et al. Int 
J Cancer. 1997;74:171-4. 
Bardou VJ, Arpino G, Elledege RM, Osborne CK, Clark GM. Progesterone 
Receptor status significantly improves outcome prediction over estrogen receptor 
status alone for adjuvant endocrine therapy in two large breast cancer database. 
J Clin Oncol. 2003;21:1973-9. 
Barnes DM, Gillet CE: Cyclin D1 in breast cancer. Breast Cancer Res Treat. 
1998;52:1-15. 
Beverage JN, Sissung TM, Sion AM, Danesi R, Figg WD. CYP2D6 polymorphisms 
and the impact on tamoxifen therapy. J Pharm Sci. 2007;96:2224-31. 
Bilalovic N, Vranic S, Basic H, Tatarevic A, Selak I. Immunohistochemical 
Evaluation of Cyclin D-1 in Breast Cancer. Croat Med J. 2005;46:382-8. 
Brasil. Ministério da Saúde. Secretaria de Atenção à Saúde. Instituto Nacional 
de Câncer. Coordenação de Prevenção e Vigilância de Câncer. Estimativas 
2008: incidência de Câncer no Brasil. Rio de Janeiro: INCA, 2007. Disponível: 
http://www.inca.gov.br/estimativa/2008/index.asp?link=mapa.asp&ID=13. 
Conover WJ. Practical Nonparametric Statistics. 3rd ed. New York: John Wiley & 
Sons; 1999. 
Dowsett M, Smith IE, Ebbs SR, Dixon MJ, Skene A, Griffith C et al. Short –Term 
changes in Ki-67 during Neoadjuvant Treatment of Primary Breast Cancer with 
Anastrozole or Tamoxifen Alone or Combined Correlate with Recurrence –Free 
Survival. Clin Cancer Res. 2005a;11:951-8. 
55 
Referências 
 
 
 
Dowsett M, Ebbs SR, Dixon M, Skene A, Griffith C, Boeddinghaus I et al., 
Biomarker Changes During Neoadjuvant Anastrozole, Tamoxifen, or the 
Combination: Influence of Hormonal Status and Her-2 in Breast Cancer - A study 
from the IMPACT Trialist. J Clin Oncol. 2005b;23:2477-92. 
Dowsett M, Cuzick J, Wale C, Howell T, Houghon J, Baum M. Retrospective 
Analysis of Time to Recurrence in the ATAC Trial According to Hormone Receptor 
Status: An Hypothesis_Genererating Study. J Clin Oncol. 2005c;23:7512-7. 
Dowsett M, Smith IE, Ebbs SR, Dixon MJ, Skene A, A’Hern R et al. Prognostic 
Value of Ki-67 Expression After Short –Term Presurgical Endocrine Therapy for 
primary Breast Cancer. J Natl Cancer Inst. 2007a;99:167-70. 
Dowsett M, Salter J, Hills M, Detre S, A`Hern R, Smith IE. Short-term Presurgical 
treatment for all? Breast cancer Res. 2007b; 9 (Supp 2): (doi: 10.1186/bcr1811). 
Dyson N. The regulation of E2F By pRB-family proteins. Gene Dev. 
1998;15:2245-62. 
Ellis MJ, Ma C. Letrozole in the neoadjuvant setting: The P024 trial: Breast 
Cancer Res Treat. 2007;105 Supp 1:33-43. 
Ellis MJ, Jingqin L, A`Hern R. Evans DB, Bhatnagar AS, Ross HAC et al. 
Outcome Prediction for Estrogen Receptor-Positive Breast Cancer Based on 
Postneoadjuvant Endocrine Therapy Tumor Characteristics. J Natl Cancer Inst. 
2008;100:1380-8. 
Evans T, Rosenthal ET, Yougblom J, Distel X, Hunt T: Cyclin: a protein specified 
by material m RNA in sea urchin eggs that is destroyed at the end of each cell 
divison. Cell. 1983;33:389-96. 
Fantl V, Smith R, Brookes S, Dickson C, Peters G: Chromosome 11q13 
abnormalities in human breast cancer. Cancer Surveys. 1993;18:77-94. 
Gillet C, Fantl V, Fisher C, Bartek J, Dickson C, Barnes D, Peter G: Amplification 
and overexpression of cyclin D1 in breast cancer detected by 
immunohistochemical staining. Cancer Res. 1994;54,7:1812-7. 
Gillet C, Smith P, Gregory W et al. Cyclin D1 and prognosis in human breast 
cancer. Int J Cancer. 1996;69:92-9.  
Gruber CJ, Tschugguel W, Schneeberger C, Huber JC. Production and actions 
of estrogens. N Engl J Med. 2002;346:340-52. 
Hayes DF. Markers of endocrine sensitivity. Breast cancer Res Treat 2008. 
Disponível on line em: http://breast-cancer-research.com/content/10/S4/18. 
Harvell DM, Spoelstra NS, Singh M, McManaman JL, Finlayson C et al. 
Molecular Signatures of neoadjuvant endocrine therapy for breast cancer: 
characteristics of response or intrinsic resistance. Breast Cancer Res Treat. 
2008;112:475-88. 
56 
Referências 
 
 
 
Harvey J, Clark GM, Osborne KC, Allred CD. Estrogen Receptor Status by 
Immunmohistocemistry is Superior to the ligand – Binding Assay For predicting 
Response to adjuvant endocrine Therapy in breast cancer. J Clin Oncol. 1999 
May;17:1474-81. 
Hui R, Finney GL, Carroll JS, Lee CSL, Musgrove EA, Sutherland RL. Constitutive 
Overexpression of Cyclin D1 but not Cyclin E conferes Acute Resistance to 
Antiestrogens in T-47D Breast Cancer Cells. Cancer Res. 2002;62:6916-23. 
Hurvitz SA, Pietras RJ. Rational Management of Endocrine Resistance in Breast 
Cancer. A Comprehensive Review of Estrogen Receptor Biology, Treatment 
options and Future Directions. Cancer. 2008, Nov 1;113:2385-97. 
Hwang TS, Han HS, Hong YC, Lee HJ, Paik NS. Prognostic Value of Combined 
Analysis of Cyclin D1 and estrogen repceptor status in breast cancer patients. 
Pathol Int. 2003;53:74-80. 
Ishii Y, Pirkmaier A, Alvarez JV, Frank DA, Keselman I et al. Cyclin D1 
Overexpression and Response to Bortezomib Treatment in a Breast Cancer 
Model. J Natl Cancer Inst. 2006;98:1238-47. 
Ishii Y, Waxman S, Doris G. Tamoxifen Stimulates the Growth of Cyclin D1- 
Overexpressing Breast Cancer cells by promoting the Activation of Signal 
Transducer and Activator of Transcription 3. Cancer Res. 2008;68:852-60. 
Jensen EV, Greene GL, Closs LE, DeSombre ER, Nadji M. Receptors 
reconsidered: a 20 year perspective: Recent Prog Horm Res. 1982;38:1-40. 
Jirström K, Stendahl M, Rydén L, Konbald A, Bendahl PO, Stal O, Landberg G 
and the South Swedish abd Southeast Swedish Breast Cancer Groups. Adverse 
Effect of Adjuvant Tamoxifen in Premenopausal Breast Cancer With Cyclin D1 
Gene Amplification. Cancer Res. 2005, Sep 1;65:8009-16. 
Johnston SR. Acquired tamoxifen resistance in human breast cancer_potential 
mechanisms and clinical implications. Anticancer Drugs. 1997;8:911-30. 
Jones KL, Buzdar AU. A review of adjuvant hormonal therapy in breast cancer. 
Endocr Relat Cancer. 2004;11:391-406. 
Kilker R, Planas-Silva M. Cyclin D1 is Necessary for tamoxifen-induced cell cylce 
progression in human breast cancer cells. Cancer Res. 2006;66:11478-84. 
Lee A, Park WC, Yim HW, Lee MA, Park G, Lee KY. Expression of C-erbB2, 
Cyclin D1 and Estrogen Receptor and their clinical implications in the invasive 
Ductal Carcinoma of the Breast. Jpn Clin Oncol. 2007, Apr 27;37:708-14. 
Lewis JS, Jordan VC. Seletive Estrogen Receptor modulators (SERMS): mechanisms 
of anticarcinogenesis and drug resistance. Mutat Res. 2005;591:247-63. 
57 
Referências 
 
 
 
Lundgren K, Holm K, Nordenskjöld B, Borg A, Landberg G. Gene Products of 
chromosome 11q and their association with CCND1 amplification and tamoxifen 
resistance in premenopausal breast cancer. Breast Cancer Res 2008; disponível 
on line http://breast-cancer-research.com/content/10/5/R81. 
Montgomery DC. Design and Analysis of Experiments. 5th ed. New York; John 
Wiley & Sons; 2001. 
Musgrove EA, Lee CS, Buckley MF, Sutherland RL: Cyclin D1 induction in breast 
cancer cells shortens G1 and is sufficient for cells arrested in G1 to complete the 
cell cycle. Proc Natl Acad Sci USA. 1994;91:8022-6. 
Neuman E, Ladha MH, Lin N. Cyclin D1 stimulation estrogen receptor 
transcritional activity independent of cdk4. Mol Cell Biol. 1997;17:5338-47.  
Normanno N, Di Maio M, De Maio E, et al. Mechanisms of endocrine resistance 
and novel therapeutic strategies in breast cancer. Endocr Relat Cancer. 
2005;12:721-47. 
Ormandy JC, Musgrove EA, Hui R, Daly RJ, Sutherland RK. Cyclin D-1 EMS1 
and 11q13 amplification in breast cancer. Breast Cancer Res Treat.  
2003;78:323-35. 
Osborne KC, Zhao H, and Fuqua SAW. Biology of Neoplasia: Selective Estrogen 
Receptor Modulators: Structure, Function, and Clinical Use. J Clin Oncol. 
2000;18:3172-86.  
Osborne CK, Shou J, Massarweh S, Schiff R. Crosstalk Between estrogen 
receptor and growth factor resistance in breast cancer. Clinical Cancer Res. 
2005;11:865-70. 
Pearce TJ, Jordan VC. The biological role of estrogen receptors α and β in 
cancer. Crit Rev Oncol Hematol. 2004;50:3-22. 
Perez EA. Safety Profiles of tamoxifen and aromatase inhibitors in adjuvant 
therapy of hormone-responsive early breast cancer. Annals of Oncol. 2007;18 
(suppl 8):26-35. 
Pietras RJ, Márquez-Garban DC. Membrane-associated estrogen receptor 
signaling pathways in human cancers. Clin Cancer Res. 2007;13:4672-76. 
Ponzone R, Montemurro F, Maggiorotto F, Robba C, Gregori D, Kubatzki F, et al. 
Clinical outcome of adjuvant endocrine treatment according to PR and HER-2 
satus in early breast cancer. Ann Oncol. 2006;17:1631-6. 
Rastelli F, Crispino S. Factors predictive of response to hormone therapy in 
breast cancer. Tumori. 2008;94:370-83. 
Roy PG, Thompson AM. Cyclin D1 and Breast Cancer. Breast. 2006;15:718-27. 
58 
Referências 
 
 
 
Rudas M, Lehnert M, Huynh A, Jakesz R, Singer C et al. Cyclin D-1 Expression 
in Breast Cancer Patients Receiving Adjuvant Tamoxifen-Based Therapy. Clin 
Cancer Res. 2008 March 15;14:1767-74. 
Schroth W, Antoniadou L, Fritz P, et al. Breast cancer treatment outcome with 
adjuvant tamoxifen relative to patient CYP2D6 and CYP2C19 genotypes. J Clin 
Oncol. 2007;25:5187-93. 
Schuuring E, Verhoeven E, van Tinteren H, Peterse JL, Nunnink B, Thunnissen 
FBJM, Devilee P, Cornelisse C, van de Vijver MJ, Mooi WJ, and Michalides 
RJAM. Amplification of Genes within the Chromosome 1lql3 Region Is Indicative 
of Poor Prognosis in Patients with Operable Breast Cancer. Cancer Res. 1992 
oct 1;52:5229-34. 
Seshadri R, Lee CSL, Hui R, McCaul K, Horsfall DJ, Sutherland RL. Cyclin D1 
amplification is not associated with reduced overall survival in primary breast 
cancer but may predict early relapse in patients with features of good prognosis. 
Clin Cancer Res. 1996;2:1177-84.  
Shiau AK, Barstad D, Loria PM, Cheng L, Kushner PJ, Agard DA & Greene GL. 
The structural basis of estrogen receptor/coactivator recognition and the 
antagonism of this interaction by tamoxifen. Cell. 1998;95:927-37. 
Smith IE. Neoadjuvant/presurgical treatments. Breast Cancer Res 2008, 10 (S4); 
in press (doi:10.1186/bcr2184). 
Stendahl M, Kronblad A, Ryden L et al. Cyclin D1 overexpression is a negative 
predictive factor for tamoxifen response in postmenopausal breast cancer 
patients. Br J Cancer. 2004;90:1942-8. 
Stendahl M, Rydén L, Nordenskjöld B, Jönsson PE, Landberg G, Jirström K. High 
Progesterone Receptor Expression Correlates to the Effect of Adjuvant Tamoxifen 
in Premenopausal Breast Cancer Patients. Clin Cancer Res. 2006;12:4614-8. 
Stokes ME, Davis CS, Koch GG. Categorical Data Analysis Using the SAS 
System. 2nd ed. Cary, NC: SAS Institute Inc; 2000. 
Van Diest PJ, Michalides RJAM, Van der Valk P, Peterse HL, De Jong JS, Meijer 
CJLM, Baak JPA. Cyclin D1 Expression in Invasive Breast Cancer Correlations 
and Prognostic Value. Am J Pathol. 1997 Feb;150:705-11.  
World Health Organization (WHO). Histological Typing of Breast Tumors. 2 nd 
ed. Geneve; WHO, 1981. 
Zwijsen RM, Wienjens E, Klompamaker E. CDK independent activation of 
estrogen receptor by cyclin D1. Cell. 1997;88:405-15. 
 
Abstract 
 
Background: Hormone Therapy (HT) plays an important role in breast cancer 
mortality reduction. Predictive biomarkers of early cellular response have being 
studied with the intention to predict the hormone resistance. The positivity of cyclin 
D1, estrogen and progesterone receptors (ER/PR) is being related to the 
resistance to the tamoxifen treatment. Objectives: Study the variation of the cyclin 
D-1, ER and PR in postmenopausal patients with ER positive invasive ductal 
carcinomas (IDC) prior and after short period (26 days) of treatment with 
tamoxifen, anastrozole and placebo. Methods: Seventy-one patients with palpable 
ER-positive IDC (stage II and III) were double-blind randomized in a prospective 
placebo controlled trial with 3 neoadjuvant HT groups in the pre operatory phase 
(26 days): P (placebo, N= 26) T (tamoxifen 20mg/day, N= 22) and (anastrozole, 
1mg/day N = 23). Pre and post HT samples were disposed in tissue micro array 
blocks and submitted to immunohistochemical assay. Biomarkers status (cyclin D-
1, ER and PR) was obtained comparing each immunohistochemical evaluation of 
pre and post-surgery samples using semi-quantitative Allred’s method. Statistical 
analyses were performed using the parametric test of Anova and semiparametric 
test General Estimation Equation (p ≤ 0,05). Results: There was a reduction in 
Allred’s PR score from 4.22 (pre-treatment) to 1.94 (post-treatment) only in 
patients treated with anastrozole (p=0,01). There was a linear positive correlation 
between cyclin D-1 and PR in the group A (p< 0.001), negative in the T (p< 0,001) 
without varying in the placebo group (p = 0,35). Conclusion: It is possible that PR 
and cyclin D-1 would be a good predictor of early response for aromatase 
inhibitors in breast cancer. 
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